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RESUMO

A radiagdo ionizante pode causar diversas alteragdes genéticas nos organismos, tais
como as mutagdes no DNA e o desenvolvimento de cancer na populagdo humana.
Esse € um tema relevante na regido semiarida do Nordeste do Brasil, pois sao
encontradas grandes reservas de Uranio, um elemento radiativo instavel cujo
decaimento da origem ao gas radénio, que tem grande capacidade de disperséo na
agua, ar e solo. No estado do Rio Grande do Norte esta localizada a cidade de Lajes
Pintadas, situada sobre um afloramento rochoso denominado Provincia Pegmatitica
da Borborema. Diante disso, foi objetivo deste estudo investigar o efeito da radiagao
natural sobre organismos residentes, tais como Zaprionus indianus (Diptera,
Drosophilidae), a espécie mais abundante entre os drosofilideos locais. Para tanto,
foi aplicada a metodologia do ensaio cometa, em hemdacitos de larvas cultivadas por
seis dias em Lajes Pintadas e em Santa Cruz, no estado do Rio Grande do Norte.
Como grupo controle negativo ambiental foram coletados individuos no Parque
Nacional do Catimbau, em Pernambuco, local sem registro de radiacdo natural ou
poluicdo. Os experimentos foram realizados em dois momentos (2017 e em 2018),
com diferentes linhagens de individuos residentes, e em triplicatas. A fim de verificar
presencga de radiorresisténcia, organismos residentes nos dois municipios e no local
controle ambiental foram primeiramente coletados, depois cultivados em laboratério
por trés meses, e seus descentes foram expostos aos locais de origem (Lajes
Pintadas e Santa Cruz). Apds a coleta da hemolinfa em larvas crescidas por seis
dias nos locais, foi aplicada a metodologia do ensaio cometa, que permitiu o registro
dos niveis de danos genéticos induzidos pelos ambientes naturais. Foi confirmada a
hipétese de que individuos residentes em Lajes Pintadas sao radiorresistentes, uma
vez que o grupo controle ambiental sofreu danos genéticos estatisticamente
superiores. Em Santa Cruz tanto o grupo de residentes quanto o grupo controle
ambiental ndo sofreram danos genéticos. Este resultado, entretanto, foi observado
em 2018 e ndo em 2017, o que ndo pode ser explicado nas condigdes experimentais
deste trabalho. Os resultados obtidos em Lajes Pintadas com Z. indianus
corroboram resultados anteriores, feitos com Drosophila melanogaster do mesmo
local, e indicam que esta condicdo adaptativa se estabeleceu nas ultimas duas
décadas de colonizacdo da espécie no semiarido do Nordeste, desde seu primeiro
registro no Brasil, em 1999.

Palavras-chave: Ensaio cometa. Lajes Pintadas. Radiagdo natural.



ABSTRACT

lonizing radiation can cause various genetic changes in organisms, such as
mutations in the DNA and the development of cancer in human populations. This is a
relevant topic in the semi-arid region of Northeast Brazil, because large reserves of
uranium are found, an unstable radiative element whose decay gives rise to radon
gas, which has great dispersion capacity in water, air and soil. In the state of Rio
Grande do Norte is located the city of Lajes Pintadas, situated on a rocky outcrop
called Provincia Pegmatitica da Borborema. Therefore, it was the objective of this
study to investigate the effect of natural radiation on resident organisms, such as
Zaprionus indianus (Diptera, Drosophilidae), the most abundant species among local
drosophilids. For this purpose, the methodology of the comet assay was applied in
hemocytes of six-day-old larvae grown in Lajes Pintadas and Santa Cruz, State of
Rio Grande do Norte. As an environmental negative control group, individuals were
collected in the Catimbau National Park, in Pernambuco, a place with no natural
radiation or pollution. The experiments were performed in two moments (2017 and in
2018) with different lineages of resident individuals, and in triplicates. In order to
verify the presence of radioresistance, organisms living in the two municipalities and
in the local environmental control were first collected, then cultivated in the laboratory
for three months, and their descendants were exposed to the places of origin (Lajes
Pintadas and Santa Cruz). After the collection of hemolymph in larvae grown for six
days at the sites, the methodology of the comet assay was applied, which allowed
the recording of the levels of genetic damages induced by natural environments. It
was confirmed the hypothesis that individuals residing in Lajes Pintadas are
radiorresistant, since the environmental control group suffered statistically superior
genetic damages. In Santa Cruz, both the resident group and the environmental
control group did not suffer genetic damage. This result, however, was observed in
2018 and not in 2017, which can not be explained in the experimental conditions of
this work. The results obtained in Lajes Pintadas with Z. indianus corroborate
previous results, done with Drosophila melanogaster from the same site, and indicate
that this adaptive condition was established during the last two decades of
colonization of the species in the Northeast, since its first registration in the Brazil, in
1999.

Key words: Comet assay. Lajes Pintadas. Natural radiation.
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1 INTRODUGAO

A radiacdo natural € uma das fontes naturais de indugao de mutagcao e de ameaca a
integridade genémica (BEAM et al., 1954). Esse tipo de radiagdo vem sendo bastante
estudada no estado do Rio Grande do Norte, com investigacbes sobre o potencial
genotoxico e mutagénico da agua de acgudes e exposicdo ao gas Radénio na atmosfera
(CAMPOS et al., 2012; DANTAS et al.,, 2013; CHAVES et al., 2016; VERCOSA et al,,
2017). Esses estudos sdo realizados especialmente na cidade de Lajes Pintadas, devido
aos elevados indices de radiagdo associados aos elementos quimicos resultante do
decaimento do Uranio e Torio, especialmente o gas Radonio (BARILLET et al, 2011;
CAMPOS et al., 2012).

Outro aspecto também estudado no local é o fenbmeno da radiorresisténcia, que se
traduz na capacidade de um organismo em se adaptar a radiacdo natural e, mesmo
exposto, nao sofrer graves danos em seu material genético (BEAM et al.,, 1954). Estudos
pioneiros realizados por Castro (2016), demonstraram a ocorréncia de radiorresisténcia na
espécie Drosophila melanogaster, coletada na sede do municipio de Lajes Pintadas, no

entorno do acude Riacho da Cachoeira.

O mesmo autor e seus colaboradores identificaram, nessa cidade, elevada
abundancia da espécie de drosofilideo invasora no Brasil, Zaprionus indianus (CASTRO et
al., 2015). Trata-se de uma espécie exotica no Brasil e sua ocupagido no pais tem sido
acompanhada nos ultimos 19 anos. Seu primeiro registro foi feito no interior do estado de
Sao Paulo, Brasil (VILELA et al., 1999), e desde la tem sido registrada sua ocorréncia e
dispersao em diferentes biomas da regido Nordeste (SANTOS et al., 2003; ROHDE et al,,
2010). A elevada abundéancia desta espécie na cidade de Lajes Pintadas (CASTRO et al,,
2015) sugere que a mesma esta muito bem adaptada, apesar do elevado nivel de radiacao

natural presente no ar € na agua do municipio.

Por meio da metodologia do ensaio cometa, este trabalho se propde a investigar se
Z. indianus proveniente de Lajes Pintadas mesmo sendo uma espécie introduzida no Brasil
ha cerca de 20 anos, ja desenvolveu radiorresisténcia, a exemplo das populagdes locais de
D. melanogaster (CASTRO, 2016). Os resultados contribuem para um melhor entendimento
do fendmeno da radiorresisténcia em populag¢des naturais de drosofilideos, abrindo caminho
para novas investigacdes sobre a tematica que relaciona a saude humana e o meio

ambiente, por meio de adaptagdes evolutivas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a possivel ocorréncia de radiorresisténcia no organismo Zaprionus indianus

nativo da cidade de Lajes Pintadas, Rio Grande do Norte.

2.2 Especificos

e Validar a metodologia do ensaio cometa na espécie Zaprionus indianus a fim de

investigar possiveis danos sofridos pela espécie em locais de sua elevada ocorréncia;

¢ Analisar o efeito genotoxico associado ao gas Radénio em amostras da espécie de
diferentes locais, como Lajes Pintadas e Santa Cruz, no Rio Grande do Norte, e Buique

(Parque Nacional do Catimbau), em Pernambuco;

e Identificar a possivel ocorréncia de radioresisténcia em Z. indianus abrindo novas
perspectivas de estudos com as populacbes nativas de locais com indices de radiagéo

natural acima dos recomendados como seguros.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Radiagao natural

As radiagbes, que se definem como ondas eletromagnéticas ou particulas que se
propagam com uma determinada velocidade, sdo uma das fontes naturais de inducdo de
mutacdo e uma ameaga a integridade genémica. Uma das ameacas desta integridade esta
relacionada aos fatores exdgenos, como a radiagdo ionizante, capazes de atuar como

agentes genotdxicos e mutagénicos ambientais (MOSQUEIRA et al., 2004).

Levantamentos realizados pela Agéncia Internacional de Energia Atémica (AIEA,
2010) apontam o Brasil com uma das maiores fontes de reserva mundial de Uranio,
possuindo a sétima maior reserva geoldgica, ficando atras dos Estados Unidos, Canada,
Africa do Sul, Russia, Cazaquistao e Australia. Esse elemento quimico, disponivel no interior
da crosta terrestre, € 0 mais pesado dentre os atomos de ocorréncia natural. No entanto,
processos naturais e antropicos contribuem para a sua redistribuicdo em todos os
compartimentos ambientais, desde rochas, solos, aguas superficiais e subterraneas, ar, até

mesmo em plantas e animais (MARCON et al., 2010).

De acordo com Mettler Jr. e Voelz (2002), Chaudhry (2008) e Wilson et al., (2014) a
radiacao ionizante proveniente do decaimento do Urénio (Figura 1) é capaz de interferir nas
funcdes em todos os niveis de organizagao celular, provocando mutagdes no DNA. Por meio
do estresse oxidativo pode ser também uma via de dano genotdxico e de neurotoxicidade
(BARILLET et al., 2011).

A problematica envolvendo o Urénio e outros elementos resultantes do seu
decaimento, incluindo a liberagdo de subprodutos na atmosfera como o gas Radénio, pode
ser encontrada no semiarido do estado do Rio Grande do Norte, em especial no municipio
de Lajes Pintadas. Estudos demonstram que os efeitos estdo associados ao consumo ou
contato com a agua do agude local da cidade (Riacho da Cachoeira), que apresenta
elevadas concentragcées de metais (DANTAS et a./, 2017) ou a exposi¢cao ao ar, que da
mesma foram que o agude, contém o gas Raddnio em niveis ndo seguros para a saude

humana e meio ambiente.
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Figura 1. Série de decaimento do Uranio (U%38) a partir da emissdo de particulas alfa (a), até sua
estabilizagdo na forma de Chumbo (Pb2%). Fonte: Modificado de Taylor et al., (2001).

3.2 Lajes Pintadas

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014) o municipio de
Lajes Pintadas, com 4.614 habitantes, esta situado na mesorregido do Agreste Potiguar
(Figura 2), distante 135 quilémetros da capital Natal. O municipio esta inserido em uma area
geologica de 10.000 km?, definida por Scorza (1994) como Provincia Pegmatitica da
Borborema, com presenca de granitos pegmatiticos - as rochas holocristalinas - que
apresentam granulac&do grosseira e com tamanhos muito variaveis. Nesta zona geoldgica
sdo encontradas elevadas concentragées de Uranio (entre 0,4 ppm e 7,8 ppm), Torio (entre
0,1 ppm e 21 ppm) e Potassio (entre 2% e 5,2%) (BARILLET et al., 2011).

Com base no Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2010) ocorreram 415 casos de
cancer em um total de 4.614 habitantes de Lajes Pintadas, um numero superior ao
registrado na capital Natal, que foi de 353 novos casos (806.203 habitantes). Os tipos de
cancer mais comuns registrados no municipio de Lajes Pintados foram os de orofaringe,
estdbmago e pulméo. Estes casos sdo associados a exposi¢cao da populagdo a radiacao

natural, e aos seus subprodutos, como o Radodnio e os metais pesados (SAMET, 2011).
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Figura 2. Mapa do Brasil, com destaque para a regido Nordeste. Na ampliagéo, detalhes do estado do
Rio Grande do Norte e Lajes Pintadas. (Fonte: Vergosa et al., 2017).

3.3 Radiorresisténcia

Alguns organismos, mesmo expostos a niveis elevados de radiagdo ionizante,
podem se adaptar as condi¢des ambientais e ndo sofrer grandes danos em seu material
genético (BEAM et al, 1954). A esta adaptacdo a radiagdo da-se o nome de
radiorresisténcia, que pode estar ligada a um mecanismo de sele¢cdo natural associado a
uma maior eficiéncia no reparo do DNA (MATTIMORE; BATTISTA, 1996).

Em Lajes Pintadas, estudos feitos por Castro (2016) demonstram a ocorréncia de
radiorresisténcia na espécie Drosophila melanogaster coletada na cidade. Drosophila
melanogaster € considerada um organismo modelo e, por isso, € muito utilizada em
trabalhos com enfoque na toxicidade do DNA (GRAF et al., 1984).

Castro (2016) realizou uma primeira abordagem a respeito da ocorréncia de
radiorresisténcia coletando adultos de D. melanogaster em Lajes Pintadas. O autor cultivou
os insetos em condi¢des de laboratorio por um periodo de seis meses, retornando ao campo
para a exposicdo dos descentes de D. melanogaster a radiacdo natural. Apds seis dias de
exposicdo ao ar no local, as larvas da espécie foram submetidas ao ensaio cometa,
revelando auséncia de danos genéticos, em comparagdo com uma populagdo nao nativa
(linhagem Oregon-R) submetida aos mesmos procedimentos. As medidas de dano genético
foram obtidas por meio do no ensaio cometa (indice de Dano e Frequéncia de Dan). O autor
repetiu os experimentos apdés 12 meses de cultivo da linhagem nativas em laboratério,
encontrando os mesmos resultados indicativos de radiorresisténcia ao ambiente de Lajes

Pintadas. O conjunto dos resultados indicou que as linhagens nativas, mesmo apods seis
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meses e um ano de cultivo em laboratério, permaneciam geneticamente diferenciadas,
preservando sua condi¢cdo de radiorresisténcia ao ambiente de Lajes Pintadas. Por outro
lado, as linhagens controle da mesma espécie, coletas em local ndo radioativo (Parque
Nacional do Catimbau) se mostraram sensiveis a radiagdo local, com valores

significativamente superiores aos obtidos com a linhagem radiorresistente.

3.4 Familia Drosophilidae

Segundo Bachli (2015) a familia Drosophilidae esta classificada taxonomicamente no
Reino Animalia, Filo Arthropoda, Classe Insecta e Ordem Diptera. E bastante diversa e inclui
75 géneros vigentes (e mais trés extintos), com pelo menos 4.200 espécies descritas até o
momento. S4o espécies bem pequenas, cerca de 3 a 5 mm de comprimento, conhecidas
como “moscas das frutas”, podendo ser também chamadas de “moscas do vinagre”. Sua
alimentacao é bem diversificada, podendo incluir desde leveduras encontradas em variados
tipos de frutos em estado de decomposicdo, como flores, fungos e serapilheira. Esses
organismos sao excelentes modelos bioldgicos gracas a facilidade de seu cultivo em
laboratério, rapido ciclo de vida, e grande conhecimento acumulado em mais de 100 anos
de estudos na area da genética e evolugdo, e também na ecologia, biologia molecular, e
mutagénese (POWELL, 1997; ROHDE, 2012; VERCOSA et al., 2017).

3.5 Género Zaprionus

Segundo Castro et al., (2015), nas coletas realizadas em Lajes Pintadas ha grande
abundéancia da espécie invasora no Brasil, Zaprionus indianus (subfamilia Drosophilinae,
familia Drosophilidae) (Figura 3). Esta espécie, de origem Africana, € a Unica representante
do género com ocorréncia no continente americano. Seu primeiro registro em nosso pais foi
feito no final da década de 1990 no interior do estado de Sao Paulo pelo Dr. Fabio Sene.
Desde seu registro formal, feito por Vilela (1999), a espécie vem colonizando diversas
regides do Brasil, com amostragens feitas ja no ano 2000 no estado do Rio Grande Sul
(CASTRO; VALENTE, 2001) e no mesmo ano, nos estados da Paraiba, Pernambuco e
Bahia (SANTOS et al., 2003), o que demonstra um intenso e continuo processo de invasao

da espécie.
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Z. indianus (M) Z. indianus (F)

Figura 3. Foto de um macho (M) e fémea (F) da espécie Zaprionus indianus.

Castro et al., (2015) destacam que, dos 7.716 drosofilideos coletados em Lajes
Pintadas no ano de 2014, 5.148 (ou 66%) foram Z. indianus. Essa elevada frequéncia
evidencia que a espécie estda bem adaptada a este ambiente, apesar do elevado indice de
radiagdo natural. Portanto, seria possivel que Z. indianus adquirisse esta adaptacéo
genética no tempo em que ela esta colonizando a regido, que é estimada em 20 anos? A fim
de responder a esta pergunta, este trabalho se propds a estudar o efeito da radiacdo em
diferentes populacbes desta espécie, que é ecologicamente dominante em Lajes Pintadas.
Para isso, foi aplicada a metodologia do ensaio cometa, um método rapido, sensivel e de
baixo custo, capaz de reconhecer danos imediatos no DNA de células somaticas (JHA,
2008). Esta metodologia foi aplicada pela primeira vez em D. melanogaster no ano de 1999,
e a partir dai sua utilizagéo tem crescido de forma exponencial (GAIVAO e SIERRA, 2014;
VERCOSA et al., 2017), com destaque aos trabalhos feitos por nosso grupo de pesquisa
testando efeitos da radiagdo natural, radioresisténcia e da poluicdo ambiental (SANTANA
2015; CASTRO, 2016; VERCOSA et al., 2017; SANTANA et al., 2018).
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Resumo

O Brasil é um pais com grandes reservas de Uranio, responsavel por uma elevada
emissdo de radiacdo natural. Esse elemento é instavel e seu decaimento da origem ao gas
Radonio causador de variados tipos de cancer. Uma das reservas de Uranio pode ser
encontrada no semiarido do Estado do Rio Grande do Norte, na cidade de Lajes Pintadas,
localizada sobre de um afloramento denominado Provincia Pegmatitica da Borborema.
Alguns organismos, mesmo expostos a essa radiagdo, conseguem se adaptar e nao sofrer
danos em seu material genético, sendo denominado de radiorresistentes. Neste trabalho foi
feito o estudo dos efeitos genotdéxicos na espécie invasora Zaprionus indianus, que tem
grande abundancia nas coletas realizadas em Lajes Pintadas, e que poderia ser uma
espécie radiorresistente, assim como ja foi demonstrado por nosso grupo, para Drosophila
melanogaster, no mesmo local. Para fins comparativos, individuos Z. indianus de Santa
Cruz, distante 17 km de Lajes Pintadas, e do Parque Nacional do Catimbau (Buique,
Pernambuco) foram também investigadas. Os experimentos em campo foram realizados em
dois anos consecutivos (outubro, 2017 e dezembro, 2018) e sempre em friplicatas. O
conjunto dos resultados obtidos pelo ensaio cometa indicam que as populagdes de Z.
indianus que vivem em Lajes Pintadas, diferente das demais populagbes estudadas, se
adaptaram as condig¢des locais, ao ponto de ndo sofrerem danos genéticos na mesma
proporcdo que individuos nao residentes. Esses resultados abrem perspectivas para o
aprofundamento do tema, em outros organismos e para o estudo genético das adaptagdes

adquiridas pela espécie Z. indianus frente a radioatividade natural de Lajes Pintadas.

Introducgao

A radioresisténcia natural esta na interface entre varios ramos da ciéncia, incluindo a
fisiologia, ecologia e evolugao (adaptagao e tolerancia animal). Também esta intimamente
relacionada a biodiversidade adaptativa, o menos estudado aspecto da biodiversidade, que
€ agora um problema atual (GRIGORKINA, 2002). A radiorresisténcia é uma caracteristica
fundamental dos organismos, que reflete a capacidade dos processos genéticos em reparar
danos no DNA, os quais ocorrem normalmente na natureza (VAISNAV et al, 2014). As
emissdes de radiagdo ionizante sdo, portanto, genotéxicas para as células pois produzem

danos de ligagbes cruzadas, troca de base, quebra de cadeia simples e quebras de cadeia
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dupla do DNA (NIKJOO et al., 1998). Além disso, afetam os processos biolégicos normais,

podendo gerar doengas degenerativas e cancer (UNSCEAR, 2000).

Grande parte da radiacdo a que 0s organismos estdo expostos € proveniente da
natureza e compreende raios cosmicos que vem do espaco, e radionuclideos que estao
presentes no solo, rochas, materiais de constru¢do, ar, agua e alimentos
(RAMACHANDRAN, 2001). E é gracas a capacidade de alguns organismos em se
adaptarem a condi¢des de intensa radiagdo, seja por meio de uma via de proteg¢édo, como a
producdo de antioxidantes, ou por meio de um bom sistema de reparo (BETLEM et al.,
2012; HALL; GIACCIA 2012) que diversas espécies habitam locais com estas caracteristicas
naturais. Essa condigcdo adaptativa ainda € pouco estudada, porém ja foi observada em
bactérias (MATTIMORE; BATTISTA, 1996), em drosofilideos (BEAM et al, 1954;
CORDEIRO et al., 1973; VAISNAV et al., 2014; CASTRO, 2016) e em células de mamiferos,
que sao consideradas menos radiorresistentes do que células de outras espécies
(GRIGORKINA, 2002; HAFER et al., 2007; HOWELL et al., 2012). E possivel a menor
radiorresisténcia em mamiferos esteja relacionada com o peso corporal, de forma que
quanto menor o peso do animal, maior sua taxa metabdlica, e menor o tempo de inicio da
restauracdo de células correspondentes aos verdadeiros neutréfilos sanguineos
(SHCHERBOVA, 1987; GRIGORKINA, 2002). Sendo assim, insetos parecem ser menos
resistentes a radiacdo do que bactérias, protozoarios e virus, porém mais radiorresistentes
que vertebrados superiores (ARTHUR et al., 2015).

De acordo com o trabalho desenvolvido por Vaisnav et al., (2014), existe grande
variabilidade entre linhagens do inseto Drosophila melanogaster (Diptera, Drosophilidae)
quanto a resposta a radioresisténcia induzida, em condicdes laboratoriais. A analise do rico
material genético, de mais de 150 diferentes linhagens de D. melanogaster feito pelos
autores relata a presencga de variabilidade entre linhagens em resposta a radiagdo. Além
disso, indica duas dezenas de genes atuantes na radioresisténcia, sendo nove deles
homologos ao genoma humano. Além disso, segundo os autores, as linhagens que se
mostraram radioresistentes nos experimentos laboratoriais nunca mais voltaram a ser
sensiveis a radiagao induzida. Este resultado vem de encontro com os achados de Castro
(2016), que observou linhagens de D. melanogaster que vivem na cidade de Lajes Pintadas,
no Estado do Rio Grande do Norte, Brasil, se mostraram radiorresistentes. E esse fendbmeno
foi observado mesmo apds varias geragbes de cultivo em laboratério. O autor registrou a
radiorresisténcia por meio do Ensaio cometa, em descendentes da linhagem residente em
Lajes Pintadas, mesmo apds um ano de sua coleta em campo e manuten¢gdo em condi¢des
de cultivo em laboratério, quando novamente foram expostas as condicbes de radiagao

natural em Lajes Pintadas. Este trabalho se propds a analisar outra espécie de drosofilideo,
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Zaprionus indianus, que € muito abundante em Lajes Pintadas (CASTRO et al., 2015) e que
colonizou ha pouco mais de 19 anos o continente Americano, desde seu primeiro registro
em Sao Paulo, Brasil, em 1999 (VILELA, 1999).

Material e Métodos
Validagdo do ensaio cometa em Z. indianus

Para execucdo do Ensaio cometa com a espécie Z. indianus, fez-se necessario um
teste inicial de validacdo da metodologia na espécie, e comparagdo com os resultados
aplicados com Drosophila melanogaster, utilizada nos estudos anteriores feitos por nosso
grupo de pesquisa. Para esta validacao, foram estabelecidos em condi¢cdes de laboratério
trés grupos de tratamento: um grupo submetido a agua destilada (grupo controle negativo),
e dois grupos controle positivos, um submetido ao composto mutagénico Doxorrubicina (1
mg/mL) e outro grupo submetido a Ciclofosfamida (1 mg/mL). Nestes testes larvas com 72h
de vida, das duas espécies (D. melanogaster linhagem Oregon-R e Z. indianus linhagem
coletada em Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco), permaneceram por 24h (tratamento
crbnico) em contato com meio de cultivo a base de puré de batata (Yoki), hidratado com as

solugdes.

Coleta e estabelecimento das linhagens

Amostras de adultos de Zaprionus indianus foram obtidas de uma coleta realizada
em maio/2017 no Parque Nacional do Catimbau (08°30°’57”S, 37°20'59"W) municipio de
Buique, Estado de Pernambuco, e se constituiram no grupo controle negativo ambiental. Na
cidade de Lajes Pintadas (06°08’46”’S, 036°06’54"W) e na cidade de Santa Cruz
(06°13’16.5”S, 036°01°41.5"W) no Rio Grande Norte (RN), foram realizadas coletas de
linhagens locais da espécie, em dois momentos: em junho/2017 e em agosto/2018. Coletas
de populagoes locais, aqui denominadas de residentes, foi também realizado na cidade de
Santa Cruz-RN, pelo fato dessa cidade ser distante apenas 17 km de Lajes Pintadas, e ser

um local sem registro de radiagao natural, como é a cidade de Lajes Pintadas.

Para as coletas de drosofilideos adultos em campo foram utilizaram armadilhas feitas
de garrafas plasticas (TIDON; SENE, 1988), contendo banana para atragdo dos individuos.
As armadilhas foram penduradas nos locais de estudo, a 1,5 m do chao, durante 2 dias.
Trazidas ao Laboratério de Genética, no Centro Académico de Vitéria da UFPE, 100 adultos
de cada um dos trés locais (Catimbau, Lajes Pintadas e Santa Cruz) foram identificados de
acordo com sua morfologia externa e mantidos em cultivo em tubos de vidro com meio de

cultura padrao, a base de farinha de milho, centeio, agucar, fermento bioldgico e agar.
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Depois de ampliar o numero de individuos dos cultivos, os individuos descendentes
foram expostos em Lajes Pintadas e Santa Cruz, em caixas de populagdes construidas
segundo especificacdes de Vercosa et al., (2015) (Figura 1). A exposicao dos organismos
em campo foi realizada em outubro/2017 (primeiro experimento) e em dezembro/2018
(segundo experimento). Para esta etapa, caixas de populagbes contendo os organismos
residentes de Lajes Pintadas e residentes de Santa Cruz foram levadas para seus
respectivos locais de origem, para um periodo de exposicdo de seis dias. Apenas a
populacéo coletada no Parque Nacional do Catimbau foi levada aos dois locais, para servir

de controle negativo ambiental. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicada.

Como mencionado, esta etapa em campo foi realizada em dois diferentes momentos
em 2017 e em 2018. Em cada periodo, seis caixas de populacdes foram expostas em Lajes
Pintadas (trés com adultos residentes LP e trés com organismos do controle ambiental) e
seis foram expostas em Santa Cruz (trés com adultos residentes SC e trés com organismos
do controle ambiental). Cada caixa de populacdo com 120 adultos Z. indianus foi pendurada
em local sombreado, assim permanecendo por seis dias, tempo necessario para ovoposicao
e desenvolvimento de larvas descendentes, até o terceiro estagio. Apos este tempo, as
caixas foram levadas ao Laboratério de Genética para processamento da hemolinfa e inicio

do Ensaio cometa, seguindo especificagdes metodoldgicas de Vergosa et al., (2017).

Ensaio cometa

O Ensaio cometa € uma metodologia da area da mutagénese, também conhecido
como eletroforese de célula Unica. E um teste muito utilizado em diversas abordagens e
organismos bioldgicos, tendo como objetivo detectar danos ao DNA (COLLINS et al., 2014).
E um método rapido, que utiliza poucas células, sensivel e de baixo custo (KOPPEN et al.,
1999). Foi originalmente desenvolvido por Ostling e Johanson em 1984, e aprimorado por
Singh e colaboradores em 1988 (SINGH et al., 1988). Esse teste, que era utilizado com
outros organismos, como pequenos mamiferos, passou a ser aplicado, desde 1999, no
organismo modelo D. melanogaster (GAIVAO; SERRA, 2014), o que abriu novas
perspectivas para seu uso ao invés de mamiferos. O ensaio cometa detecta quebras
imediatas sofridas pelo material genético das células (SINGH et al., 1988). O teste é feito
ap6s as células serem colocadas em laminas com agarose. Apds serem rompidas as
membranas das células, por meio de um processo de lise, o DNA permanece ligado a matriz
celular, e é denominado de nucledide. Apds ser submetido a uma etapa de eletroforese, os
fragmentos de DNA danificado migram em diregéo ao polo positivo da cuba de eletroforese,

fazendo com que se forme uma cauda, com aparéncia similar a um cometa. Quanto mais
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rapida a migragdo, maior a cauda e a intensidade do dano genético (AZQUETA; COLLINS;
2013; TICE et al., 2000). Para esta metodologia foram seguidos os passos abaixo descritos.
Extracdo da hemolinfa: Foi extraida hemolinfa de 60 larvas, de cada uma das trés
réplicas, de cada um dos grupos expostos, seguindo a descricdo de Vergosa et al., (2017).
O material biologico foi transferido para uma placa escavada contendo solugdo EDTA
(anticoagulante) e observadas ao microscopio estereoscépico. Com a ajuda de uma pinga e
de um bisturi foi realizado um corte sagital em cada uma das 60 larvas, de forma a permitir a
coleta conjunta da hemolinfa dos 60 individuos. Esta hemolinfa foi coletada e transferida
com micropipeta a um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, que foi centrifugado duas vezes a
3.000 rpm por 3 minutos. Apds o descarte de aproximadamente 100 uL do sobrenadante,
foram acrescentados mais 100uL de solugdo EDTA, completando o volume do tubo
novamente para 0,5 mL. Este procedimento foi repetido até a terceira centrifugacéo a fim de

limpar as impurezas e melhorar a qualidade dos preparados celulares.

Montagem das laminas com agarose: Laminas histolégicas foram previamente lixadas
na face superior para facilitar a adesédo da agarose a lamina. Depois de lavadas com agua e
detergente, foram mergulhadas em alcool e secas ao ar. Apés a coleta de 60 pL da
suspensao da hemolinfa das larvas de Z. indianus, o material foi homogeneizado em 100 uL
de solucao de 0,5% de agarose de baixo ponto de fusdo (agarose LM) a 37°C. Por se tratar
de uma etapa fotossensivel, esse procedimento foi realizado na auséncia de luz. O
homogeneizado foi aplicado em laminas previamente banhadas em agarose padrdo e uma
laminula (24 mm x 60 mm) foi colocada sobre o material. Para solidificar a agarose, as
l&minas foram submetidas a 4°C por 10 min. Passado esse tempo, as laminulas foram
retiradas e as laminas com o material biolégico foram imersas em solugédo de lise (2,5 M
NaCl; 100 mM EDTA; 1 M NaOH; 10 mM Tris; 1% pH 10 adicionada a 1% Triton X-100 e
10% DMSO) e mantidas a 4°C por 72 h. Apés este periodo foi feita a corrida de eletroforese
(40 V e 300 mA) por 20 minutos, com alinhamento das laminas em um cuba de 40 cm. No
momento da corrida eletroforética todas as laminas foram alinhadas com a superficie fosca
virada para cima e voltadas para a mesma dire¢do. O tampao da cuba foi composto de 1M
NaOH, 200 mM EDTA (pH 13). Apds a eletroforese, as laminas ficaram imersas na solugao
de neutralizacdo por 15 min e depois em etanol absoluto por 5 min, sendo retiradas e
deixadas para secar ao ar. Apods a secagem, as laminas foram armazenadas em caixas

préprias a 4°C até serem analisadas.

Analise em microscopia de fluorescéncia: Para a andlise microscépica, as laminas
foram coradas com 50 uL de GelRed, diluido em agua na proporcao de 1:500 e observadas
em microscépio de fluorescéncia Zeiss-Imager, M2, no aumento de 400X, com o filtro

AlexaFluor 546 (excitagdo de 515-560 nm). As laminas foram analisadas para a presencga de
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danos no DNA (cometas), sendo classificados em cinco niveis, de 0 a 4. O nivel 0
corresponde ao material genético considerado intacto, ou seja, sem danos causados pela
exposicao a radiagao natural; o nivel 1 corresponde a cometas com danos minimos; o nivel
2 a cometas com danos médios; o nivel 3 a cometas com danos intensos; e a classe 4
corresponde aos cometas com danos maximos, danos estes que variam de acordo com

comprimento e intensidade da cauda, conforme o padrao indicado na Figura 2.

Anadlise estatistica: Apos a classificagdo dos niveis de dano observados, foram
calculados dois parametros: o indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD%). Os
valores obtidos através do ID, para cada individuo, podem variar de 0 (totalmente intacta:
100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4). ID foi calculado através da

seguinte férmula:

ID total = 0.(n° de cometas classe 0) + 1.(n° classe 1) + 2.(n° classe 2) + 3.(n° classe 3) + 4.(n° classe 4)

O segundo parametro, FD%, foi calculado como a porcentagem de todos os cometas
danificados (classe 1 a classe 4) em relagdo ao total de cometas contados, que vai da

classe 0 a classe 4 (n° total). Neste caso, foi aplicado o seguinte calculo:

FD% = [(n° total — n° classe 0).100] / n° total

A analise estatistica dos resultados foi feita pela Andlise da Variancia (AMOVA) e
pos teste de Bonferroni, conforme Castro (2016) e Vergosa et al., (2017). O ID e FD %
obtidos foram comparados com os grupos controle utilizando-se o software STATA versao

12, sendo o nivel de significancia estabelecido em p <5 % em todos os testes.

Resultados e Discussao
Validagéo do ensaio cometa em Z. indianus

Os resultados de validagado do Ensaio cometa, realizado tanto em D. melanogaster
quanto na espécie teste Z. indianus, estao descritos na Tabela 1. Foram contabilizados os
niveis de dano de 0 a 4 e calculados seus respectivos ID e FD% (indicados por cada

réplica), além dos valores ID e FD% médios e os respectivos desvio padrao (SD).

Conforme o esperado, os valores médios de ID e FD% das réplicas de D.
melanogaster foram baixos no grupo controle negativo, tratado com agua destilada (ID=21,3
e FD%= 7,0), e foram altos apds tratamento com os compostos genotdxicos doxorrubicina
(ID=139,7) e FD%= 65,7) e ciclofosfamida (ID=146,7 e FD%= 56,33). Valores semelhantes

foram obtidos para Z. indianus, conforme indicado na Figura 3. A analise estatistica
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aplicada aos resultados médios obtidos de ID e FD% (Tabela 2) indicam que ndo houve
diferengas significativas (P=0,05) entre as duas espécies, quando comparados 0s mesmos
tratamentos entre si. A Unica excecdo foi para valores de FD%, para o composto
doxorrubicina, que demonstrou uma maior sensibilidade a danos em Z. indianus. O conjunto
de resultados indica grande semelhanga na resposta das espécies aos compostos utilizados
como controle positivo e controle negativo, o que garantiu a continuidade dos estudos em

campo, com diferentes populag¢des de Z. indianus.

Primeiro experimento de exposicao de Z. indianus em Lajes Pintadas e Santa Cruz

Apods a validacao do ensaio cometa em Z. indianus foram realizados os testes de
radiorresisténcia com individuos expostos em Lajes Pintadas e em Santa Cruz. Os

diferentes tratamentos com Z. indianus foram assim determinados:
¢ Individuos residentes em Lajes Pintadas (Residentes LP);

¢ Individuos coletados no Parque Nacional do Catimbau e expostos em Lajes Pintadas
(Controle Ambiental em LP);

¢ Individuos residentes em Santa Cruz (Residentes SC);

¢ Individuos coletados no Parque Nacional do Catimbau e expostos em Santa Cruz
(Controle Ambiental em SC).

Apods a aplicacado do primeiro experimento, feito tanto com individuos coletados em
junho/2017 (e expostos em outubro/2017 em Lajes Pintadas e Santa Cruz) quanto com o
grupo controle ambiental nos dois locais, foram obtidos os resultados indicados na Tabela 3
(niveis de dano 0 a 4, ID, FD% e os valores médios obtidos entre as réplicas, e o desvio
padrdo). Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da analise estatistica, par a par,
entre as médias de ID e FD% obtidos entre todos os tratamentos feitos com Z. indianus.
Uma sintese dos resultados comparativos do primeiro experimento encontra-se nos graficos

da Figura 4.

Conforme indicado nas tabelas e figuras acima, os individuos residentes de Lajes
Pintadas nao sofreram danos genéticos quando expostos novamente neste local, mesmo
tendo passado trés meses de cultivo em laboratério. Ja os individuos do grupo controle
ambiental sofreram danos genéticos apds exposicao em Lajes Pintadas. Ambos difeririam
estatisticamente entre si, tanto para ID quanto FD%. Estes resultados se justificam se os
individuos residentes de Lajes Pintadas forem radiorresistentes, da mesma forma que

individuos D. melanogaster deste mesmo também foram (CASTRO, 2016). Conforme o
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autor ha evidéncias de que Lajes Pintadas apresenta niveis elevados de radiagao natural),
relacionada ao gas Radobnio (Vercosa et al.,, 2017), que pode ser considerada uma forga
evolutiva importante capaz de selecionar individuos mais aptos e radiorresistentes, ao longo

das geragdes.

Por outro lado, um resultado ndo esperado foi obtido com os individuos residentes de
Santa Cruz, que ao serem expostos em seu local de origem apresentam elevado nivel de
dano genético (ID e FD%), ambos estatisticamente superiores ao grupo controle negativo
ambiental. Estes valores foram, inclusive, estatisticamente semelhantes aos obtidos nos
grupos controle positivo (doxorrubicina e ciclofosfamida), e contrastam muito com os
resultados de baixo ID e FD% do controle ambiental. Diante deste quadro foi realizado um
novo experimento em campo, conforme descrito no item abaixo. Neste segundo
experimento foi feita nova coleta de adultos residentes, o que significa uma nova linhagem

genética testada, nas mesmas condi¢cdes experimentais do primeiro grupo testado.

Segundo experimento de exposi¢cdo de Z. indianus em Lajes Pintadas e Santa Cruz

Ap6s a aplicagdo do segundo experimento, repetido para nova linhagem de
individuos de Lajes Pintadas e Santa Cruz (coletados em agosto/2018 e expostos em
dezembro/2018) foram obtidos os resultados indicados na Tabela 5. Na Tabela 6 estao
apresentados os resultados da analise estatistica, par a par, entre as médias de ID e FD%
obtidos entre todos os tratamentos feitos com Z. indianus. Uma sintese dos resultados
comparativos deste segundo experimento encontra-se nos graficos da Figura 5. Para este
segundo experimento foi exposta a mesma linhagem Z. indianus coletada em maio/2017, no

Parque Nacional do Catimbau, como controle ambiental.

Conforme indicado nas tabelas e figuras acima, os individuos residentes de Lajes
Pintadas novamente nado sofreram danos genéticos quando expostos em seu local de
origem, enquanto o grupo controle ambiental sofreu danos genéticos evidenciados pelos
elevados valores de ID e FD%. Mais uma vez foi observado que individuos residentes de
Lajes Pintadas sao radiorresistentes. Conforme o esperado, neste segundo experimento
realizado em Santa Cruz ndo houve danos genéticos nem na linhagem residente, nem na
linhagem controle ambiental, reforcando a hipétese original de que Santa Cruz difere de
Lajes Pintadas quanto aso riscos genotéxicos, mesmo que a distancia entre os locais seja

de apenas 17 km.

O conjunto dos resultados dos dois experimentos, realizados em 2017 e 2018 e,
Lajes Pintadas enriquecem as evidéncias da presenca de adapta¢des em insetos a radiagéo

natural deste local. Ao mesmo tempo os resultados indicam que populacdes de espécies de
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drosofilideos recém introduzidos nestes locais podem se adaptar em um tempo estimado de
pelo menos 20 anos, como € o caso de Zaprionus indianus no semiarido do Nordeste do
Brasil. O fato desta espécie invasora ter sido pela primeira vez encontrada no Nordeste no
ano 2000, conforme Santos et al., (2003) em Sobradinho, Bahia, da pistas de um tempo
minimo para a ocorréncia deste fenbmeno de radiorresisténcia em Drosophilidae. Cabe
destacar que algumas espécies desta familia, tal como D. melanogaster podem gerar 20
geracbes de descendentes a cada ano (ROHDE, 2012). Refletida essa informacdo em
nossos resultados come Z. indianus sugerimos que a radiorresisténcia foi uma adaptacao
adquirida nos ultimos 17 anos, ao longo de 300 ou 340 geracbes selecionadas para
sobreviver aos efeitos da radiacdo natural observada em Lajes Pintadas, semiarido do

Nordeste do Brasil.

FIGURAS E TABELAS

Figura 1. Imagem de uma caixa de populagdo, elaborada para a exposicdo de drosofilideos aos
ambientes de estudo, confeccionada com garrafa PET transparente, tela fina, meio de cultivo no seu
interior e uma cobertura para protegdo em caso de chuva (VERCOSA et al., 2015).

Figura 2. Padréo visual dos cinco niveis de classificagdo de dano genético (0 a 4) baseada no
comprimento e quantidade de DNA na cauda dos cometas. As imagens foram obtidas de hemdcitos
de larvas de Drosophila melanogaster, corados por GelRed™ em microscopia fluorescente, de
acordo com Vergosa et al., (2017).



29

Tabela 1. Avaliagéo dos niveis de dano genético (0 a 4), indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano
(FD%) em Drosophila melanogaster e na espécie teste Zaprionus indianus, submetidas a trés
tratamentos realizados em laboratdrio - um com agua destilada, outro com doxorrubicina e outro com
ciclofosfamida - em trés réplicas (a, b, c).

Nivel de dano genético

Tratamentos 0 1 2 3 4 ID FD %
Drosophila melanogaster
Agua® 83,00 14,00 3,00 0 0 20,00 17,00
Agua® 85,00 14,00 1,00 0 0 16,00 15,00
Aguac 79,00 15,00 6,00 0 0 27,00 21,00
Média 82,33 14,33 3,33 0 0 21,00 17,67
SD 3,06 0,58 2,52 0 0 5,57 3,06
Doxorrubicina @ 68,00 20,00 9,00 3,00 0 47,00 32,00
Doxorrubicina ® 52,00 4,00 4,00 16,00 24,00 156,00 48,00
Doxorrubicina © 61,00 11,00 19,00 8,00 1,00 77,00 39,00
Média 60,33 11,67 10,67 9,00 8,33 93,33 39,67
SD 8,02 8,02 7,64 6,56 13,58 56,31 8,02
Ciclofosfamida @ 34,00 17,00 17,00 23,00 9,00 156,00 66,00
Ciclofosfamida ® 43,00 15,00 6,00 24,00 12,00 147,00 57,00
Ciclofosfamida © 22,00 21,00 32,00 19,00 6,00 166,00 78,00
Média 33,00 17,67 18,33 22,00 9,00 156,33 67,00
SD 10,54 3,06 13,05 2,65 3,00 9,50 10,54
Zaprionus indianus
Agua? 92,00 1,00 2,00 2,00 2,00 19,00 6,07
Agua® 94,00 0 1,00 2,00 3,00 20,00 6,00
Aguac 91,00 1,00 3,00 2,00 3,00 25,00 9,00
Média 92,33 0,667 2,00 2,00 2,67 21,33 7,02



SD
Doxorrubicina 2
Doxorrubicina®
Doxorrubicina ©

Média

SD

Ciclofosfamida @
Ciclofosfamida ®
Ciclofosfamida ©
Média

SD

1,528
28,00
34,00
41,00

34,33
6,51

47,00
28,00
56,00

43,67
14,29

0,58
16,00
24,00

9,00

16,33
7,51

12,00
20,00
2,00

11,33
9,02

1,00 0
33,00 21,00
30,00 12,00
23,00 17,00
28,67 16,67

5,13 4,51
14,00 11,00
26,00 9,00
10,00 14,00
16,67 11,33

8,33 2,52

0,58
2,00

10,00

4,00
5,29

16,00
17,00
18,00

17,00
1,00

3,21
153,00
120,00
146,00

139,67
17,39

137,00
167,00
136,00

146,67
17,62

30

1,71
72,00
66,00
59,00

65,67
6,51

53,00
72,00
44,00

56,33
14,29

SD, Desvio padrao.

Tabela 2. Analise do pos-teste de Bonferroni, par a par, dos valores médios obtidos para indice de
Dano (abaixo da diagonal, em cinza) e da Frequéncia de Dano (acima da diagonal) nas espécies

estudadas.
Zaprionus indianus (Zi) Drosophila melanogaster (Dm)
Tratamentos Agua Doxor- Ciclo- Agua Doxor- Ciclo-
destilada rubicina fosfamida destilada rubicina fosfamida
Zi Agua destilada 0,001* 0,001* 1,000 0,008* 0,001*
Zi Doxorrubicina 0,002* 1,000 0,001* 0,042 1,000
Zi Ciclofosfamida 0,001* 1,000 0,002* 0,503 1,000
Dm Agua destilada 1,000 0,002* 0,001* 0,122 0,001~
Dm Doxorrubicina 0,072 0,695 0,377 0,070 0,030*
Dm Ciclofosfamida 0,001* 1,000 1,000 0,001* 0,160

* Indica valores diferentes estatisticamente (P < 0,05)

Figura 3. Valores médios de indice de Dano e Frequéncia de Dano (%) obtidos em hemdcitos das
larvas de D. melanogaster e Z. indianus tratados com agua destilada, doxorrubicina e ciclofosfamida.
Linhas verticais indicam valores médios de desvio padréo.
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Tabela 3. Primeiro experimento de avaliagdo do dano genético em hemdacitos de Zaprionus Indianus
apos exposigcado dos organismos em laboratdrio (agua destilada, doxorrubicina e ciclofosfamida) e em
campo, nas cidades de Lajes Pintadas (LP) e Santa Cruz (SC) em trés réplicas (a, b, c).

Nivel de dano genético

Tratamentos 0 1 2 3 4 ID FD%
Agua destilada @ 92,00 1,00 2,00 2,00 2,00 19,00 6,07
Agua destilada® 94,00 0 1,00 2,00 3,00 20,00 6,00
Agua destilada ° 91,00 1,00 3,00 2,00 3,00 25,00 9,00

Média 92,33 0,67 2,00 2,00 2,67 21,33 7,02

SD 1,53 0,58 1,00 0 0,58 3,21 1,71
Doxorrubicina @ 28,00 16,00 33,00 21,00 2,00 153,00 72,00
Doxorrubicina ® 34,00 24,00 30,00 12,00 0 120,00 66,00
Doxorrubicina °© 41,00 9,00 23,00 17,00 10,00 146,00 59,00
Média 34,33 16,33 28,67 16,67 4,00 139,67 65,67

SD 6,51 7,51 513 4,51 5,292 17,39 6,51
Ciclofosfamida 2 47,00 12,00 14,00 11,00 16,00 137,00 53,00
Ciclofosfamida * 28,00 20,00 26,00 9,00 17,00 167,00 72,00
Ciclofosfamida °© 56,00 2,00 10,00 14,00 18,00 136,00 44,00
Média 43,67 11,33 16,67 11,33 17,00 146,67 56,33

SD 14,29 9,02 8,33 2,52 1,00 17,62 14,29

Lajes Pintadas

Residentes LP @ 87,00 10,00 3,00 0 0 16,00 13,00
Residentes LP ° 89,00 11,00 0 0 0 11,00 11,00
Residentes LP °© 94,00 6,00 0 0 0 6,00 6,00
Média 90,00 9,00 1,00 0 0 11,00 10,00
SD 3,61 2,65 1,73 0 0 5,00 3,61
Controle Ambiental em LP 2 28,00 50,00 17,00 5,00 0 99,00 72,00
Controle Ambiental em LP ® 45,00 36,00 13,00 6,00 0 80,00 55,00
Controle Ambiental em LP °© 41,00 40,00 11,00 8,00 0 86,00 59,00
Média 38,00 42,00 13,67 6,33 0 88,33 62,00
SD 8,89 7,21 3,06 1,53 0 9,71 8,89

Santa Cruz
Residentes SC @ 39,00 12,00 15,00 20,00 14,00 158,00 61,00
Residentes SC ® 32,00 23,00 17,00 18,00 9,00 147,00 68,00
Residentes SC °© 54,00 6,00 5,00 19,00 16,00 137,00 46,00
Média 41,67 13,67 12,33 19,00 13,00 147,33 58,33
SD 11,24 8,62 6,43 1,00 3,61 10,50 11,24
Controle Ambiental em SC 2@ 86,00 3,00 5,00 6,00 0 31,00 14,00
Controle Ambiental em SC ® 71,00 17,00 9,00 2,00 2,00 49,00 29,00
Controle Ambiental em SC ¢ 79,00 11,00 5,00 4,00 1,00 37,00 21,00
Média 78,67 10,33 6,33 4,00 1,00 39,00 21,33

SD 7,51 7,02 2,31 2,00 1,00 9,17 7,51




SD, Desvio padra
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Figura 4. Valores médios de indice de Dano e Frequéncia de Dano obtidos nos hemdcitos das larvas
laboratério com agua destilada, doxorrubicina e
ciclofosfamida, e exposi¢céo nas cidades de Lajes Pintadas e Santa Cruz, em outubro de 2017.
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Asteriscos vermelhos (*) indicam valores significativamente diferentes do grupo controle negativo, tratado com agua destilada.

Tabela 4. Analise do pos-teste de Bonferroni, par a par, dos valores médios obtidos para indice de
Dano (abaixo da diagonal, em cinza) e da Frequéncia de Dano (acima da diagonal) nos diferentes

tratamentos feitos com Z. indianus em outubro de 2017.

3 Controle Controle
Agua Doxor- Ciclo- Residentes Ambiental Residentes Ambiental

Tratamentos destilada rubicina fosfamida LP em LP SC em SC
Agua destilada 0,001* 0,001* 1,000 0,001* 0,001* 1,000
Doxorrubicina 0,002* 1,000 0,001* 1,000 1,000 0,001*
Ciclofosfamida 0,001* 1,000 0,001* 1,000 1,000 0,004*
Residentes LP 1,000 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 1,000
Controle Ambiental em LP 0,001* 0,002* 0,001* 0,001* 1,000 0,001*
Residentes SC 0,001* 1,000 1,000 0,001* 0,001* 0,003*
Controle Ambiental em SC 1,000 0,001* 0,001* 0,125 0,001* 0,001*

* Indica valores diferentes estatisticamente do controle negativo (agua destilada), P < 0,05.
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Tabela 5. Segundo experimento de avaliagdo do dano genético em hemdcitos de Zaprionus Indianus
apos exposicdo dos organismos em laboratério (agua destilada, doxorrubicina e ciclofosfamida) e em
campo, nas cidades de Lajes Pintadas (LP) e Santa Cruz (SC) em trés réplicas (a, b, c).

Nivel de dano genético

Tratamentos 0 1 2 3 4 ID FD%
Agua destilada @ 92,00 1,00 2,00 2,00 2,00 19,00 6,07
Agua destilada® 94,00 0 1,00 2,00 3,00 20,00 6,00
Agua destilada ° 91,00 1,00 3,00 2,00 3,00 25,00 9,00

Média 92,33 0,67 2,00 2,00 2,67 21,33 7,02

SD 1,53 0,58 1,00 0 0,58 3,21 1,71
Doxorrubicina @ 28,00 16,00 33,00 21,00 2,00 153,00 72,00
Doxorrubicina ® 34,00 24,00 30,00 12,00 0 120,00 66,00
Doxorrubicina °© 41,00 9,00 23,00 17,00 10,00 146,00 59,00
Média 34,33 16,33 28,67 16,67 4,00 139,67 65,67

SD 6,51 7,51 513 4,51 5,292 17,39 6,51
Ciclofosfamida 2 47,00 12,00 14,00 11,00 16,00 137,00 53,00
Ciclofosfamida * 28,00 20,00 26,00 9,00 17,00 167,00 72,00
Ciclofosfamida °© 56,00 2,00 10,00 14,00 18,00 136,00 44,00
Média 43,67 11,33 16,67 11,33 17,00 146,67 56,33

SD 14,29 9,02 8,33 2,52 1,00 17,62 14,29

Lajes Pintadas

Residentes LP @ 90,00 2,00 1,00 5,00 2,00 27,00 10,00
Residentes LP ° 93,00 6,00 1,00 0,00 0,00 8,00 7,00
Residentes LP °© 87,00 2,00 5,00 5,00 1,00 31,00 13,00
Média 90,00 3,33 2,33 3,33 1,00 22,00 10,00
SD 3,00 2,31 2,31 2,89 1,00 12,29 3,00
Controle Ambiental em LP 2 29,00 51,00 10,00 9,00 1,00 102,00 71,00
Controle Ambiental em LP ® 40,00 42,00 9,00 9,00 0,00 87,00 60,00
Controle Ambiental em LP °© 41,00 25,00 22,00 8,00 4,00 109,00 59,00
Média 36,67 39,33 13,67 8,67 1,67 99,33 63,33
SD 6,66 13,20 7,23 0,58 2,08 11,24 6,66

Santa Cruz
Residentes SC @ 89,00 0,00 6,00 4,00 1,00 28,00 11,00
Residentes SC P 78,00 8,00 7,00 3,00 4,00 47,00 22,00
Residentes SC °© 79,00 6,00 3,00 9,00 3,00 51,00 21,00
Média 82,00 4,67 5,33 5,33 2,67 42,00 18,00
SD 6,08 4,16 2,08 3,21 1,53 12,29 6,08
Controle Ambiental em SC @ 90,00 2,00 4,00 3,00 1,00 23,00 10,00
Controle Ambiental em SC® 86,00 5,00 9,00 0,00 0,00 23,00 14,00
Controle Ambiental em SC ¢© 94,00 3,00 3,00 0,00 0,00 9,00 6,00
Média 90,00 3,33 5,33 1,00 0,33 18,33 10,00
SD 4,00 1,53 3,21 1,73 0,58 8,08 4,00

SD, Desvio padrao.
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Figura 5. Valores médios de indice de Dano e Frequéncia de Dano obtidos nos hemdcitos das larvas

de Z

indianus ap6s os tratamentos em

laboratério com agua destilada, doxorrubicina e

ciclofosfamida, e exposigcdo nas cidades de Lajes Pintadas e Santa Cruz, em dezembro de 2018.
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Asteriscos vermelhos (*) indicam valores significativamente diferentes do grupo controle negativo, tratado com agua destilada.

Tabela 6. Analise do pos-teste de Bonferroni, par a par, dos valores médios obtidos para indice de
Dano (abaixo da diagonal, em cinza) e da Frequéncia de Dano (acima da diagonal) nos diferentes
tratamentos feitos com Z. indianus em dezembro de 2018.

i Controle Controle
Agua Doxor- Ciclo- Residentes Ambiental Residentes Ambiental

Tratamentos destilada rubicina fosfamida LP em LP SC em SC
Agua destilada 0,001* 0,001* 1,000 0,001* 1,000 1,000
Doxorrubicina 0,002* 1,000 0,001* 1,000 0,001* 0,001*
Ciclofosfamida 0,001* 1,000 0,001* 1,000 0,001* 0,001*
Residentes LP 1,000 0,001* 0,001* 0,001* 1,000 1,000
Controle Ambiental em LP 0,001* 0,033* 0,009* 0,001* 0,001* 0,001*
Residentes SC 1,000 0,001* 0,001* 1,000 0,001* 1,000
Controle Ambiental em SC 1,000 0,001* 0,001* 1,000 0,001* 0,792

* Indica valores diferentes estatisticamente do controle negativo (dgua destilada), P < 0,05.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que é possivel utilizar a espécie
Zaprionus indianus em experimentos do Ensaio cometa, ja que ndo houve diferencas
significativas entre resultados desta espécie com a espécie modelo Drosophila
melanogaster, nos ftrés tratamentos aplicados (agua destilada, doxorrubicina e

ciclofosfamida).

Também foi observado que os individuos Z. indianus residentes de Lajes
Pintadas/RN, local com elevado indice de radiagdo natural, nao sofreram danos
significativos em seu material genético, apds exposicdo a radiacdo desse ambiente,
diferente do observado no grupo controle negativo ambiental, coletado no Parque Nacional
do Catimbau, em Pernambuco. Estes resultados demonstram que os individuos residentes
de Lajes Pintadas estdo adaptados e s&o radiorresistentes. Essa conclusdo se apoia
também no fato de que individuos do grupo controle ambiental sofreram danos genéticos
significativos, que foram superiores ao grupo que recebeu tratamento com agua destilada.
Além disso, esse grupo controle ambiental ndo apresentou diferencas na comparagao com
0s grupos controles positivos, tratados com ciclofosfamida e com doxorrubicina, revelando

grande efeito genotéxico da radiagao natural de Lajes Pintadas.

Por fim, os resultados da exposicao de Z. indianus em Santa Cruz/RN, feito em 2018,
revelaram que nao houve efeitos genotdxicos nos grupos tratados, tanto nos individuos
residentes em Santa Cruz quanto nos individuos do grupo controle ambiental. Entretanto,
no experimento realizado em 2017, houve sim elevado nivel e genotoxicidade nos
residentes de Santa Cruz. Esse resultado discrepante sugere a ocorréncia de algum efeito
genético intrinseco da linhagem residente estudada. Como ainda ha o cultivo desta
linhagem em laboratério, desde sua coleta e testes em campo, pretendemos realizar um
novo Ensaio cometa com os individuos, em condi¢gbes laboratoriais, e verificar se ha alguma
instabilidade genbémica que justifique os resultados observados no primeiro experimento

realizado em Santa Cruz.

Esse trabalho abre novas perspectivas para o estudo da radiorresisténcia em Z.
indianus e para o esclarecimento dos mecanismos evolutivos que conferiram essa

adaptacgao a esta espécie invasora do Brasil.
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